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ALLARICERCA
DEL VIRUS HIV
Analisi del valore dei test utilizzati

per l'66infezione da HIV"
Fabio Franchi

Compito del ricercatorc è cercare di falsificare quante più teorie
è possibile.

Karl Popper

Cè forse un pericolo nella biologia molecolare, ovvero che
l'accumulo di dati si spingerà cosi oltre alla sua assimilazione in
una struttura concettuale, che i dati risufteranno infine d'impaccio?
Parte della preoccupazione è che lbccitamento della caccia
lascia poco spazio alla riflessione. E ci sono fondi Wr produrre
dati, ma a stento per lermarsi in meditazione.

Itr Setncu or HIV
An*ysts or tut vttIJE or rrrE TESrs usED
ron "HIV ntrtcttou"

'fhe Askof t?etr€rchers ls to tty to hl§W
as Dpny tlr&rl?§ as pdasibb"

Kad Popryr

'ls tlEE a &tg,q, ln mobcubr biology,
thatt teaùtmulatiot ofdab v lgdso lat
ahad of ib arsimimon inlo I @rr@ù,El
fiafipvot ( Orat,e &b yill evqrtuEllypto-
vean encambrat@? Part of the boubb is
that excileorent of ,e clra§€ @ves lit e
lhne tw GlMon And tlE c are gnnb lor
prdtchg (M, but lpn ly any lor sbding
b*no@rrtetnplabn".

John Madhx(1)

Ahsùacl:
me diagnosis of HIV intdion is made aciot-
ding to the resuks ol paiiular tesb, ol whidt
the n,@st inpftant is t e Westem Blot, also
named bnfrmaw tesf. This one, on its
tum, mayotmay notb@rrubated W other
tesb. But a metuhgical and @nparalive
aalysis of anWD oflhem letone @ndudefor
a Mnplete lek ot s@ifrcity (aN rcal validv).
A nli bdy tes'§, i ral cu ltu rc, di d deteclion of
the irus, declrcnic micwraphs of HlV, HIV
isdation a ow one to fr nd touùanenbl eno/§
in @iain prcmi*s and in so,"e esaential
logical@nsùuc,ions,
The argument that what is ttot Wved by singb
test§ @n be provd by tlEm togethet E not
valid fiom a &ienbfrc point of view. The para-
doxitzl 'esult of this ctilo examination of the
mattet E that an@e ol the phqomena atti-
buted to the virus is ex ainade witho.rt the
needto pstulate its existen@; Eledronic mi-
qographs of what has been cpnsidered Turc
HIV - aN only Ec8ntly pu ished - fiem to
@nfrm this thesis @mdetely.

A@rding to flE AIDS intedious theo,y, the
HIV in@ion is aclive since fam the frrst
phas€s and ùning the yeata and it b very
dìtrrcult tor the oryanisn to get id of iL Proper
t@b reveal ib Uesen@. fhose whidt at the
npment are at ql disposa] arc essential not
only lot the diagnosis (2), but they arc used as
indi@thrc elemenl§ with pDgnostb and the n-

AbsÙact:
La diagnosl dl iniezione da HIV
viene posta in base al risultato
di diversi test, di cul fonda-
mentale è il western Blot, detto
test di conferma, Questo a sua
volta vlene coroborato da altri
test, Tuttavla un'analisi meto.
dologica e comparativa di
ognuno di essi permette di
stablllre l'assenza di valldità di
ciascuno considèrato singo-
larmente, L'argomento che
quanto non sia dlmostrato dai
test singoli possa easerc dimc
strato dal loro insieme non è
valido dal punto di vista scien-
tifico.
I test anticorpali, la "coltura
virale", l"'evidenza diretta del
virus", le immagini micro-
fotogratiche, l"'lsolamento
virale" permettono dl riscon-
trare fondamentali errori nelle
premesse e in alcuni essenziall
passaggl logici.
ll rlsultato paradossale di
questo esame cri$co è che tutti
i lenomenl attribuiti al virus
sono spiegablll senza necessità

John Maddoxo

dl postulare l'èsistenza dell'HlV,
Microgratie elettronlche di
quello che sinora è stato consi-
derato "puro HlV" - e solo di
lecente pubblicate - sembrano
@nfermarc pienamente questa
ie-si.

ft econdo la teoria infettiva del-
\ l'AlDS, Iinfezione da HtV è attiva
lJlin dalle prime lasi e molto
difficilmente può essere eliminata
dall'organismo nel corso degli anni.
La sua presenza è segnalata da
appositi test. Quelli attualmente a
disposizione sono fondamentali non
solamente per la diagnosi (,), ma
vengono utilizzati come elementi
indicativi ai fini prognostici e tera-
peutici (3).
Poiché la scienza per definizione è
aperta ad ogni controllo ed ogni sua
affermazione deve poter essere
dimostrata in base a regole logiche,
il presente studio si pone l'obiettivo
di verificare se vi sia conispondenza
tra i diversi lest per I'AIDS" ed il
significato a loro attribuito. Verranno
esaminati i principali: quelli anticorpali
(ELISA e Western Blot e p24),
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l'identilicazione del virus tramite la
coltura. I'identificaz ione degli acidi
nucleiii. la sua caratterizzazione
oenica, le metodiche d'isolamento'
i-é fotoorafie del virus.
Ùeirà- analizzato e criticato il
orocedimento seguito attualmente'
Lome oresentato in testi specialistici
aooioinati.traquesti'AIDS' Biology,
òiàonosié. T;eatment and Pre-
veniion" ('?) edito nel 1997, di cui un
autore è'4. Fauci, ex direttore del
National lnstitute of Health.
Ci siamo posli in altre parole I'obiettivo
ai riioonbere alla domanda cruciale
comè l'avreube formulata il grande
òtinico e studioso di metodologia della
èòiénza prol. Auqusto Murri: ''Perché
oévo io òreoereéne il signilicato dei
ieit dett'AtoS conisponiia a un'inle-
,iòne con il virus HIV?" Egli
considerava indispensabile avere'
nella vita come nella Professione,
un'abitudine, quella di criticare prima
di accettare una informazione.

ANALISI DEI TEST ANTICORPALI

I test anticoflcali esaminati saranno
iÈrtSn. lt vÙestem Blot, il lest di
cattura dell'antigene P24.

ELISA (lì9. 1)

ln ltalia. oer identificare I'infezione
da HIV viene in Prima istanza
utilizzato un test di screening
ieitSn), "aotato oi buona sensibilità
ìuiòino àt gsz) e minore specificità,
èiimata attornri al 90-95"/. nel 1988"
ioì. oueste oercentuali non debbono
òérò trarre in inganno, infatti ilvalore
'oredittivo del tést varia a seconda
bella orevalenza dell'infezione in una
àetérhinata ooDolazione. Secondo
un'iootesi fòrrhulata dalla Com-
-i.Àione Nazionale AIDS nel 1988
i'ìi iÀ caso di screening della
ò6botazione carceraria itallana, di
irdnte a 6.902 veri Positlvl sl
l"àuuero avuti 1.751 fàlsi positivi;

Deutical Putqoses (3).
'As 

science lor definition is open to evety c,an-'ml"na 
ati is aerr-nstntions must be proved

ln tte basis ot looical rules, this sìudy has the
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aàonothe dilierent "AIDS Ests'and the mea-
ino itriouted to ùem. we shall examine lhe
' ;;si imDoiant: the lests ottle anlibodies (the'ÈLté{.'t 

ew.ste^ Btot andthe p24), tE viral
iitntre. te oenetic Aenffication wilh anpfin-
cation metibds, he viral isolation' the micro-
orains ot uw. we snal analyse atù ctiticize
'thé orocedure totlowed at prcsent, as presen'
ieainie uoatea specaiizea tp-xts including
"et os. anioqv, U 
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maààoer ol the National lnsiltune ol Heallh''i" 

ottÀrwordswe tied to answertothe crucial
otl,.,stion as the qeat clinician and science
ìr,anà*aaàar, prot. A@.Ls/ro Mufii wwld
navetomttatea t iny haw lto believe that
lhe AIDS test meanins is quivalent to an
inteclion wihthe HIV vitus?" He thought ttwas'"uàntiat. 

drino one'" tile' to be in the habit ol
ctiticizing betoe ol a@epting inlomaton'

AMLYSIS OF THE ANTIBODY TESTS

The tests ol the antidies we shall examine
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arethe Hisa, the Westem Abl the p24 antigen
capture assay.

ELISA (Plct l)
ln ltaly, the screening test (ELISA), ?rovided
with a good sensibilily (near 9996) and a lowet
s@ilicity, valued aboutgGg5"/" in 198A"éI is
used atfirstto identily the HIV infeclion. Howe-
vet these percentages must not deceive. in
lact the test predictive value changes depen-
ding on the inleclion prevalence in a cerlain
population. According to a theory exprcssed in
1 98A by the AIDS National Commission (4), in
case ol screening ol the ltalhn pison popula-
tion, in compaison witl 6,902 real positive
individualstherc should have been 1 .751 false
positive; on tlE contraty, in case ot blood
donorc, in compaison with 1 98 real positive, a
good 999,990 should have been false positive
(505 times more!). ln the over mentioned brt
(2) the auho$ asserl thal the prcgessive
imprcvements took sensibility of the test to
95% and its specilicity to 99.8%, in high-isk
population. Nevedleless they admit that \he
positive predictive value can greatly fluctuate
depending on the population they study"- Ac-
tua y this happened. Depending on the inlor
mation published on the English authodtative
medical magazine The Lancet (5), In 1 990 on
20.2 million ELl9Atests made in Russi4m,oN
werc positive, but only 1 1 2 werc conlirmed by
the WB; in 1 991 , on 30 milliq ELISA tests, a
good3o,oo9weteposilve, butol Eseonly66
were confirmed by the Westem Blot, that is a
m i n i m u m p e rce nta ge (0. 0027" ).
"Then as the ELISA test has been planned to
optimize the sensibility to the detiment ol the
specilicity, it should not be used by itself lotthe
HlVi inlection diagnosis without a confirma-
tion test (2). although in some Counties is
usedalone.

Weaten Blot(pict 2)

The Westem Blot is comnonty used as a
conlirmation test ol HIV infecfion; the combina-
tion ot the Elisa and the WB should have a
"positive predictive value highet than ggV" for
lowisk and high-nsk population" (2).
However even the WB does not seem to be so
specilic as sustained if we analtze aome data
at out disposal.
A) Even ollicial sources acknowledge that'lot
reasonable disagrcements it was vety dilficult
to code the defrnition on what a positive We-
stem Blot should be considercd' (2) . Since
1 993, in United States there werc just 5 otticial
crrteia, and only one (indicated in Du Pont's
diagnostic kit) was approved by FDA (Food
and Drug Administntion). This was trc most
resticlive one and was used by a lew labora-
toies. ff only this citeion had been used , in
United States onlythe 5Oo/" seropositive indivi-
duals would have been confitmed as rcally
inlected (6)! ln ltaly in a publicaton ol the
Health Ministty directed towards c.P. (7), the
authors denied there had evet been such a
problem. On this subject they alfim@d: 'in
mostcases, quite apaftlrom the qiteion used,
the test rcsutts @rectly coded when the indi-
vidual is infecf.
The remedy to such a situation was found
sinw stan d adizi ng iE d iff e rc ft cié n a wihod
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Flg. 2 - Schema dl esecuzlone clel test Westem Elot
Flg. 2 - Western Blot test prgcedufe scheme

invece, nel caso dei donatori di autori sostengono che i progressivi
sangue, di lronte a 198 yeli positivi, perfezionamènti del test-hanno
ben 99.990 sarebbero stati i falsl portato la sua sensibilità al 95% e la
positivi (ben 505 volte di più!). specificitàalgg,8% inpopotazioniad
Nel libro già citato "AIDS" (,), gli alto rischio, valori ihe non si

A 8 C O E F G H 
' 

J K L r O P O B3

§et.
A
f

I
*j'

orl
3v&;"

eE.'lE lD| .ffi rvd.! lhlr.lalutrb
dl ùn ù.cd.!ra .Ùdùlh.

co.*,t.S con rll.n m.i
b rr.!l. a .rld.rd.ù
ur .lr!.ùrb cr.lltotrm
.bll.rÉtt ai.. drbrttrlrl.
b c..rp.,. .l' m p.o.rralo

E
'J

t
Ir**

tt
b I
.--

.I
-

r t;
*:.:
LB.
l;r '

iiil;
ali
Éi r ri' I | '..

I
t ri
a

a

I

f,
:

I
t
I

or 
Èl

*{E=r!
l.ll
I.I§
àr l{
!.ktll
§

rÈ

à
|}

t
F

t
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grande variablllÉ
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discostano di molto dai precedenti.
Viene però ammesso che "il valore
predittivo positivo può fluttuare
grandemente in dipendenza della
popolazione studiata". ln realtà così
è awenuto.
Stando ad informazioni pubblicate
sull'autorevole rivista medica inglese
The Lancet (5), nel 1990, in Russia
vennero latti 20,2 milioni di test
ELISA, di cui 20.000 risultarono
positivi, ma solo 1 12 vennero
confermati con il WB; nel 1991, su
30 milioni di test ELISA, ben 30.000
risultarono positivi, ma di questisolo
66 risultarono conf ermati dal Western
Blot, cioè una percentuale minima
(0,002%\.
"Dunque il test ELISA essendo stato
disegnato per ottìmizzare la sensi-
bilità a spese della specificità, non
dovrebbe essere usato dasolo perla
diagnosidi infezione da HIV-1 senza
un test di conferma"('z), sebbene in
alcune nazioni sia usato da solo.

ll test Western Blot (lig. 2)

ll Western Blot (WB) viene comune-
mente usato come un test di
conferma dell'infezione da HIV; la
combinazione dell'ELISA e del WB
vanta uflicialmente "un valore
predittivo positivo maggiore del 99%
per popolazioni a basso rischio e ad
alto rischio" (').
Tuttavia neanche il WB appare così
specilico come sostenuto se ven-
gono analizzati alcuni dati a dispo-
srzrone.
a) Viene riconosciuto persino dafonti
ufficiali che "è stato molto difficile
codificare la definizione su ciò che
dovrebbe essere considerato un
Western Blot positivo, a causa di
discreti disaccordi" ('z).

Fino al 1993, negli Stati Unitivi erano
ben 5 criteri ufficiali. e solo uno
(indicato nel kit diagndstico della Du
Pont) era stalo approvato dalla FDA
(Food and Drug Administration).
Questo era il più restrittivo ed era
usato da pochi laboratori.
Se fosse stato usato unicamente
questo criterio, ben il 50% dei
sieropositivi negli Stati Uniti sareb-
bero stati considerati come non inletti
f)!
ln ltalia, in una pubblicazione del
Ministero della Sanità rivoltaai medici
difamiglia (7), veniva negatoche una
questione del genere potesse

costituire un problema. Al proposito
si affermava: "nella grande mag-
gioranzadei casi, r,;4dipendentemente
dal criterio utilizzato, il test risulta
correttamente classilicato positivo
quando l'individuo è infetto". ll fatto
che i risultati potevano essere ben
diversi non veniva neppure men-
zionato.
A tale situazione il rimedio è stato
trovato semplicemente uniformando
i diversi criteri senza riconsiderare il
passato e senza chiarire i motivi
scientifici per cui così si è optato.
"l CDC hanno in un secondo tempo
identilicato i propri con quelli del
ASTPHLDe nel 1993laCroce Rossa
statunitense si è adeguata adottando
le raccomandazioni del ASTPHLD/
CDC" (,). "Secondo l'ente americano
ASTPHLD, un risultato positivo deve
presentare almeno due delle tre
bande maggiori di signif icato
diagnostico (antigp41, anti-gp1 20l
'160, anti-p24)".
b) La lettura del WB è visiva ed è
soggetta perciò ad interpretazione
da parle dell'operatore, un lattore di
variabilità non trascurabile. "La sua
lecnica (ndr: del Western Bbq non è
stata standardizzata, l'importanza e
le conseguenze delle variazioni
verilicatesi nei laboratori non sono
ancora state misurate. I suoi risultati
richiedono d'essere interpretati: i

criteri per queste interpretazioni
variano non solo da laboratorio a
laboratorio, ma anche di mese in
mese"(8).
ll Consorzio statunitense per la
Standardizzazione della Sierologia
Retrovirale (CRSS) ha etfettuato'un
controllo diqualità inviando 19 quote
dello stesso siero a l9laboratori di
rilerimento ed il conlronto dei risultati
ha dimoslrato una strabiliante
differenza del numero di bande e
della loro intensità nelle diverse
"striscie" (fig. 3) (6).
c) Le preparazioni antigeniche non
sono purificate.
"La presenza di bande in posizioni
non corrispondenti a noti antigeni
virali è un ritrovamento piuttosto
comune e si presume sia la conse-
guenza di contaminanti nella pre-
parazione ...". "ll peso molecolare di
queste bande aberranti può variare
da ditta a ditta o persino da lotto a
lotto della medesima ditta produttrice"
(').
Ecco il commento di Zolla-Pazner

rcconsideing the past and without explaining
the scientific reasons fot which they opted in
thatway.
AfteMards the CDC identified theiciteia with
the ASTPHLD', ones and in 1 993 the United
States Red Cross confomed adopting the
ASTPHLD/CDC', advice"(2). According to
the Ameican authority ASTPHLD. a positive
result must pesent at least two ot the thrce
main bands of diagnostic meaning (anfgp4l,
antigpl 20/1 60, anti-p24)".
B)The reading ofthe WB isvisual andtherelore
is liable to interpretation frcm the opeato| a
vaiabilw factot not negligible. "lts technique
(note: the Westem Blot) was not standadized,
the impoiance and the consequences occur-
rcd in the laborctoies have not been yet mea-
sured.
Thek results must be interyreted: the citeia
lor these interpretations vary not only trom
laborutory to laboatory, but even from month
to month.." (8). The Consortium lor Retroviral
Se ro I W Stan da rd i zat i on (C R S S ) made a qu a-
lity contrcl study'and sent 19 aliquots ot the
same serum to 19 different USA reference
laborutoies. Results compaison has shown
an incredible dittercnces of the numbet ot
bands and of their intensw $) (pict. 3).
C) The antigenic preparations arc not puified.
"The presence ol bands in positions not cofte-
sponding to well-known virus antigens is a
rcthercommon frnding and we suwose it isthe
con)equence ol contaminants in the prepara-
ti o n... " "The mo I e cu h r w e i ght of th e se abe ft ant
bands may vaty either trom company to com-
pany or even frcm lot to lot ol the same produ-
cing conpany" (2).
Here is Zolla-Paznels comment in 1989: A
confusion on the identilicalion of these bands
(note: the results of the Westem Blot test )
rcsulted in incorect conclusions in experimen-
tal studies. [...] A rc-inteerctation of the alrea-
dy published results could be necessaty'(9).
Re-inteeretation tlat has nevet been made.
D) The bands considercd "specific" in many
cases does not itdicate an HIV infedion. Sù1e
examplesfollow.
- Even if the rDrc rcsticting citeia werc
employed, Lundberg noticed that 1 0"À contuol
se ra, wh i ch i n cl u d ed U od sa @ es trom bl ood
banks, had a positive WB (6).
- A study(lo) shows that trcm 2 to 49y" tested
patienE can have a reaclion tohe WB (unspe-
citied WB), more trequenw caused by ctoss-
reacting antibodies.
- A simple vactination against flu can give a
positive result too (1 1 ).
- Translusion ol own iradiated blood induces
the formation ot the same antibodies (1 2),
- Among the homosexuals and bdexuals who
resulted negative lor ELISA and PCR, 20o/t
30y" can have eithet one or morc bands prc-
sent in the Westem Blot.(2)
- Therc arc even more amazing data concer-
ning dogs and published io 1 990. Writing on
Cancer Research, Stnndstrom at al. repoied
that 7Zl 44 (507") dog Uod samples obtained
by the Veteinary Hospital of the Univetsity,
Califomia, and tested with the Westem Blot
eacled with one or morc HIV recombinant
pateins [gp12o-21.5%, 9p41"23%, Nl -
2 2 %. p24 - 43"/d T 1 3). As t h e A uth o ts th i n k that
dogs can not be infected with HlV, one must
conclude that these data arc a tudheryrove of

21I,



tle ttque nI antiw cto§s-,edin wih nany
prcteins dillewtt lrom HIV ones".
Renai$: The fad that the bands are @nsifu-
rcd unspeciic ilthey are lound sepantely, bnt
virus-specifrc ilthey are present in a numberol
two ot nore, seems to efer not to ctnsidera-
tions oh Aobgical kind, butto a convention, a
legal aqeement clÉngeable in tifiÉ aN space
(in fad it is difierent lam nation to nalion).
Aa@tding to a @nvention acfiepted since a
lew time ago by many authors, thrce baùs in
a clinica y healthy ood donofs WB were
@nsidercd lalse positive rcactiotts. A@tding
to the same @nventiqt, three bands of the
same Aood donor, 1is time presented to an
lnsuance Companyfot a life plicy, should be
@nsidercd tne positive.
The researchers $oup lrcm Perth who analy-
zd in depth the WB neaning, concluded that
the p@teins considercd ial proteins are not
peculiar to HlV, but one camot distingubh
them lom proteins ol a cellular source. ln
pafliculat, aeording to the reiew by El@pu-
los et al.(14) wttich has notyet been retuted up
to now, the gp41 slould corespnd wih adi-
ne: the p18 and p24/25 wilh he two rtyosin
sub-units (p24 is e unspecilic baM lound
rnorc lreqBnw in "uninlecled idividuals);
the pS2shwdbe idenlical to the tuta chain ol
lE antigen DR ol the hisl@mpatibility class
; E gpl2ù1 aosÌptid,totbotherlan gp41

oligoneÉ.

frDp24an lgen

ln U.S.A. lhe evaluation ot the p24 antigien
capture te§,t tyas inctlded among tE assaF
whkh arccaniedouttoeaù blood wit (and it
is @nsiturcd as an 1 V died evid ce).
Fawi et al.(2) thinkthat a)the p24 @Ì6poo-
ds to irus @Osid antigdt (corc) which is
highwd by a serun containing the relad
,ttoodonal antiwies (anti-p24) associalecl
to a det&tot system; b) lpweverthetest is not
useful like a prinaty *rcening rcan in &-
Aishinga pre@iws HIV ioffrtion diag/.lpsis:
c) the p24 level irwedsing @reqods presu-
nably to the blasl in virus re ication, which
can b o,jÀ9€rved by other n@th* like plasna
viaemia; d) the p24 la/d usualù lals untut
th e determ in ation threstp b wih @nventbnal
nethdsar lil<e the antiwy antip24 stais
developing ùtnry sero@nverlion aN can re-
nain in lhat state duing he fo owiog 6ynv
tomalc in&iq years. Only *iWA ot the
individuals with asynptonatic int&lion has
de@able leveEotp24 senn .
Howeveù'Ee aE nwry Ftpbxiti$ on ib rsl
nGani ry. O uaw data i Ni@b tl,€,t 50 N aN
smeltuEsttp@d@re prolein (P4) r,ay be
lound in *[Wrilive !€tienb. ff a tdrovilE
weight E ol 1G3 pg and hdl ol its weight is
@nsrin d W p24 (15), tldt this quant'ty
@rr€§pp,,d§to abod 1@,0OOiral pafidq,
@ding to oher autlD rs atd arctÌter p ren i-
*s even to 5N,O0O patlhles (16)! Then il all
fiis prdein @nE hom idons, tlE* palients
shottlcl b higw ir@nb (17, 18). ln dEr
|,tor*therc€lpuld b a ùd @nesry[den-
@ aÌwg tp p24 levels, )inrs idation1 UBI
R.vd'lane/6 (said aM lial W). On tD
@nù'aty il is not e. Resnts are inqpdia y
difierenttrun the o,res one slpub eryet. For
exampba Wetrcpo s tli€ preerw of anli-

larmente, ma specifiche per il virus
se presenti in numero di due o piÙ di
due, appare rilarsi non a consi-
derazioni di ordine biologico, ma ad
una convenzione, ad un accordo di
tipo "legale", variabile nel tempo e
nello spaz io (intatti è differente nelle
diverse nazioni).
Secondo una convenzione che era
accettata lino a non molto tempo la
da molti autori, tre bande nel WB di
un donatore di sangue clinicamente
sano erano conside'ale false 'eazioni
positive.
Secondo la medesima convenzione,
le tre bande dello stesso donatore di
sangue, questa volta presentate ad
una Società di Assicurazione per
una polizza sullavita, sarebbero slate
considerate vere positive!
ll gruppo di ricercatori di Perth che
ha analizzalo a londo il signilicato
del WB, ha concluso che le proteine
considerate virali non sono peculiari
delvirus HlVesonoindistinguibilida
proteine di origine cellulare.
ln particolare, secondo lo studio
finora non confutato della Eleopulos
ecoll. (r4), lagp41 corrisponderebbe
all'actina; la p18 e la p24125 alle due
subunità della miosina (la p24 è la
banda aspecifica ritrovata con
maggior frequenza in soggetti "non
infetti"); la p32 sarebbe identica alla
catena beta dell'antigene DR della
classe di istocompatibilità ll; la 9p120-
160 non sarebbero nient'altro che
oligomeri della 9p41.

Antigene p24

La valutazione del test di cattura
dell'antigene p24 è stato compreso
in USAtra itestche vengono elfettuali
ad ogni unità di sangue (e considerato
come "diretta evidenza del virus
Hr\r).
Secondo Fauci e coll. ('?), viene
ritenuio che:
a) la p24 corrisponde all'antigene del
capside virale (core) che viene
evidenziato da un siero contenente i
relativi anticorpi monoclonali (anti-
p24) associati ad un sistema
rivelatore;
b) iltest comunque non è ulile come
mezzo di screening primario nello

)

Ha. 4 - Fotoorelié dl "Dafic€ a cléll'Hlv' a elniatra. "DaÌticelle non HlV" d
d&trd (ln oeitonl ctt tln onodl "infettt" d slnlslra, noi "iirfatti' a .batn): sono
lndlatlndulblli fta lorc
Fig. 4 : Photographs of HtV particles at left, non HIV particles at .ight (ir't
séctions tf intected lymphnodes at lefr, non intected at gt t): they arc
indìstinguishable among lhem

nel 1989: "Contusione sulla identi-
ficazione di queste bande (n.d.r.: i
risultati del test Westem Blot) è
risultata in conclusioni scorrette negli
studi sperimentali. [...] potrebbe
essere necessaria la reinterpre-
tazione dei risultati già pubblicati" ('g).

Questa auspicata reinterpretazione
non è awenuta ,ino al momento
attuale (marzo 1998).
d) Bande considerate "specifiche"
non indicano in molticasi un'infezione
da HlV. Seguono alcuni esempi,
- Pur utilizzando icriteri più restritlivi,
Lundberg osservò che ben il10%dei
sieri di controllo, che includevano
campionidisangue dalle banche del
sangue, avevano un WB positivo(6).
- ln uno studio(ro), si rilevava che dal
2 al 49y" dei pazienti teslati potevano
avere una reattività al WB (WB
indelerminato), più frequentemente
causaia da anticorpi cross-reagenti.
- Anche una semplice vaccinazione
anti-inf luenzale può rendere positivo
il risultato (r').
- Anche la trasfusione del proprio
sangue irradiato produce gli stessi
anticorpi (1'z).

- Tra gli omosessuali o bisessuali
che risultano negativi per I'ELISA e
la PCR, 2O"/"-3O"/" possono avere
unao più bande presentisulWestern
Blot O.- Dati ancora più sconcertanti
riguardano uno studio effettuato su
dei cani e pubblicato nel 1990.
Scrivendo su Cancer Research,
Strandstrom e colleghi riportarono
che 72 su lM (5O/") @mpioni di
sangue canino ottentlti dall' Ospedale
Veterinario dell'Università di Cali-
fomia, e testati con il Westem Blot
reagivano con una o più proteine
ricombinanti dell' H lV lgpl 2O-21 .5"/",
9*1-23%, p31-221q p24-43" 1"

c.).
Poiché gli Autori considerano i cani
non inletti con l'HlV, si deve
concludere che questi dati sono una
ulteriore prova della lrequente cross
reattività anticorpale con molte
?roteine diverse da quelle dell'Hl\f .
E' importante, a questo punto,
introdune alcune consideraz ioni.
ll fatto che le bande siano delinite
non specifiche se ritrovate singo-
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stabilire una diagnosi precoce di
infezione da HIV;
c) I'aumentare del livello della p24
piesumibilmente correla con l'esplo-
sione nella replicazione virale,
rilevabili con altri metodi come la
viremia plasmalica;
d) il livello di p24 usualmente cade
sotto la soglia di determinazione con
metodi coivenzionali come I'anti-
corpo anti-p24, comincia a formarsi
durante la sieroconversione e PuÒ
rimanere in quello stato durante i
seouenti anni di infezione asinto-
màica. Solamente il 20-30% di
individui con infezione asintomatica
ha livelli rilevabili di p24 sierico.
Tuttavia le perplessità sul suo reale
signilicato sono molteplici.
Dàti quantitativi indicano che in
pazienti sieropositivi possono essere
ritrovati50 pg etalvolta più diproteina
del core, la p24.
Se un retrovirus pesa 10'3 pg e metà
del suo peso è costiluita da p24 (ts),
questa quantità corrisponde allora a
circa t 00.000 particelle virali;
secondo altri autori e secondo altre
premesse addirittura a 500.000
particelle (16)!

Dunque, se tutta questa Proteina
venisse dai virioni, questi pazienti
dovrebbero essere altamente vire-
mici (1718).

ln altre parole vi dovrebbe essere
una corrispondenza diretta tra livelli
di p24, "isolamento virale", livelli di
"RNA virale" (detta anche "carica
virale"). lnvece così non è. I risultati
sono irrimediabilmente differenti da
quelli che logicamenle sarebbero
attesi.
Per esempio, un lavoro riporta la
presenza di antigenemia ma che
nessun virus poté essere isolato da
31 pazienti antigenemici, anche in
seguito a coltivazione estesa (1e).

Osservazioni analoghe sono riportate
da altri studi.
Ne vengono citati alcuni:
1) "in metà deicasiin cuiuna persona
aveva un test positivo, susseguente-
mente ne aveva uno negalivo senza
assumere alcuna medicazione che
avesse potuto alterare i livelli di p24...
il test è clinicamente erratico e
dovrebbe essere interpretato molto
cautamente"(à)).
2) l'antigene p24 non è ritrovato in
tutti i soggetti sieropositivie neppure
ouelli con AIDS conclamato. ln uno
siudio, la PCR (Polymerase Chain
Reaction) e la p24 furono usati per
scoprire I'HlV in paz ienti in vari stadi,
da asintomatici ad AIDS. L-a p24lu
tovata nel 24"/" dei pazienti e I'HIV-
RNA nel 50% ('z1).

3) Oltre il 29"/" dei riceventi una

genaemia, butlhat io irus @uld be isolad
by 31 antigenaemic palienb, even altet an
extentud culturc (19)-
Oth e r studi es rcpo i s i m i I ar rcm afus. We sh al
mention some ol them:
l) in haff ol the cases wlEn a peÉon had a
@itive test, afteryards he had a negativeone
without making any teaùnentwhidt @uldaftet
tE p24levels... dÌe test is clinically erroneous
and should be inteercled with much cau-
tion".(m)
2) the p24 antigen is lound neither in all serc-
positive subiects not in indiiduals with cleat
AIDS- lnastudy, Ale PCR (PolyreaseChain
@action) and p24 werc used to detect HIV in
patients in in various stages, lrom asynptona'
tical lo AIDS individuals. They found the p24 in
24"A and HIV-RNA in 50"À ol patients (21).
3) Morc than 29"A ol AE patients who rcceive
a transfusion hom seronegalve individuals,
@me positive for E anti-p24 annbÙ e4,
even "on inleciion absen@"-
4) The unspecilicily ot he p24 antigen assay is
s obious to be a@pted by an aufnority
re@gnized in he field, Philip Mottiner.et al-
lrom Public H@lth Laboratoty Setvice in En-
gland."'E)Aenen@ ptoved that neither irus
cutùne, not p24 tests ae of grcat value in
dia$ostictes/6. They can be eithe( insensible
ot unspecific" (23).

Cot clusioo
The antibdy tests (the ELISA, Westem Bbt
ard p24 antigen capture assay) fot the many
ea@nswenelained, are non abb to indica'
tewith rcasnable asswan@ they can taaÉan
HIV inteclion and so the assenion that WB
positive predictive val@ (24) can be c;onside'
rcd hiqherthan 997"d@s not.u eswndwith
eality. These tesB show rcactidts ol a vada-
Ue or athet undetermined specilicily, so that
they cannot allow a dislinction between c/oss-
reection and AIV inleclion".

THE NECTIDEI{|IFICA|IO'I
OF THE WRUS

ft is a @mnon conviclion that the antibdy
tests should be rabfied aN in a certain way
veùfred hom othet ones which are able lo
highlightthe irus itseff, tests able to id W it
direcw. Howevet. this dhecl deteÌmination is
such only awaren y.ltcan ooly rc@rdsome
phenomena whidt arc considered associated
to he HIV in an unequiv@al way. Virus direcl
identilication is divided into 2 main categodes
(2): the irus culture and E dircct idenn'fica-
tion ot the ial nucleic acids (Southem Blot,
anplifcation dniwes like the PCB,TR PCR,
bDNA, NASBA)-

The virdl cultarc

Usually virus isolation inwtues a patienfse
@-aJtture with a donois uninteded ce s whi-
dt have been stimulated witl phitodtwfirtini'
ne (PHA) tot 3 days. The§e @-culturcs are
@nùolled about every 3 daw tor days ot
nore to @nbol eilher the syMitia fonlation
and p24presence orthe reverse ban*ipta*
(Rn in Nlturc supemabnt (2). The presen@
eitotof s,,,eilia (a) or tep24antigen(b)othe
RT (c) is @nsidered a virus Edicalon eviden-
cE (2)- A@ditgto Gallo d dat auttprs even

I

,:

Fia" 5 - Possono ouesti animali essere considerati quasi - specie dell'uomo?
Là loro difterenia genetica è paragonabile a quella esistente tra i vari
genotipi del "virus HIV"!
jr'Ù. .t " *Ìlr'! il,.l]..ìir',, i}lri..'ii'jiì:i lrl: r. i j j i ::. . i !1:. I ::.' i' I lì ì ;.: ì' .: I r :.ljirr',1':' 'i.r ' rì:. r;rl. r' '

1.,;t:,/1. 11 lli.reajl', ;iij',,,"J,ìi.,..r rìi t:ì . : I ..r.ì iri:i,.a,rl.,ii: ii:r lJ:.,1I ,-r:.:: -r: I : i' ..r i, i r., .,, I / i :: :,i -
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La coltura virale

L'isolamento virale usualmenle
coinvolge una co-coltura deìle cellule
delpaziente con cellule di un donatore
non inlettate chesono state stimolate
con litoemoagglutinina (PHA) per 3
grornr.
Queste co-colture sono conlrollate
approssimativamente ogni 3 giorni
per 28 giorni o più per controllare la
formazione di sincizi e la presenza di
p24 o la transcriptasi inversa (RT)
nel sopranatante della coltura ('?).

La presenza di sincizi (a) o de 'anti-
gene p24 (b) o della RT (c) è
co n s i d e rata ev i de n za d i repl icazi o n e
viale (21 .

Secondo Gallo ed altri autori anche
il ritrovamento di padicelle simil-virali
in coltura è da ritenersi criterio
sulficiente.

Fig. 7 - Partice e similvirali da
sezioni mollo sottili di colture cel-
lulafi stimolate con ormoni e fito-
farmaci

a) Comparsa di sincizi
La comparsa di sincizi è osservata
solamente in una pafte delle collure
considerate infette, ma le stessesono
presenti anche in linee cellulari "non
infette" e sìmili a quelle utilizzate per
l'HlV f5).
Così tali caratteristiche morfologiche
cèllulari potrebbero essere una
caratteristica delle stesse linee
cellulari, del risultato delle condizioni
di coltura o di entrambi questi fattori
(,1.

b) Antigene p24
La sua mancanza di specilicità è già
stata menzionata. Le obiezioni al
suo utilizzo come test sul siero del
paziente sono valide anche per ilsuo

the finding ofvirus-like particles in cukure must
be considered a sulficient citerion.

a ) The a ppearance of si ncytia.
Sincylia appeatance is observed only in consi-
dercd inlected cultures, but these are present
eve n i n "un infected" cell li nes and are si mi lar to
the ones used for HIV (25). Then such morpho-
logicalfealure could be a characteristic either
of the same cell lines, or of the result of the
culture conditions or both these factors (1 4)-

b)The p24 antigen.
Its specificity lack has already been mentio-
ned. The objections to use it like a test on the
patient's serum are ellicacious even lot its use
in cuftures. ln a study where this'Virus isola-
tion" method was employed ( the detemination
of the p24 in culturcs with unfractioned entire
blood), positive results werc obtained in49 ot
60 "prcsumably uninfected but serologically
undetermined individuals"(82o/ù and in 5 ot5
se rcn egative blood do n o rs (26).

c) The rcver'e tensciptase (RT).
ln all the HIV rcsearch, the ability of copying
template-p met A(n)dT1s - when it is incuba-
ted with the supemalant ot maleial coming
from infected mateial co-cultureswith the AIDS
viu6 wllich separcte9 at a 1.16 gm/ml level
(sucrose density gradient) - isconsideredthe
ptoof of a reverce-lrcnsciplase activity of HIV.
ln many cases this activity is considered sy-
nonymous of "HlV isolation" - Howevet: also
the template-pdmet ilseff is copied when it is
incubated with mateial which separates in
1 .1 6 band lrom leukemic cell cultures (27) and
uninfected spetmatozoa(29); b) the template-
ptimer A(n)dfl5 can be ttunscripted not only
by RT, but also by other DNA cell polymeru-
ses. Allthe DNA cell polymerases, alla, beta
and gamma arc able of copying the A(n)dT15
(29). ln fact. in 1975, an lntenational Conte-
rcnce on DNA which included Baltimore and
Ga o (30) on eukariotic polymerases defined
the DNA polymerase gamma, "a normal cell
component'(31) which activity can be incrca-
sed by many factorc including the PHA stimu-
laton (32), an enzyme which "copies the
A(n ) dT 1 5 with h i gh pe no ma n ce, but does not
copy we the DNA" (33). From what ovet
explained we may deduce that it is wrong to
affim that such an enzyme activity is peculiar
of rctroviruses, and less lhal lhis isan unequi-
vocal index ol the prcsence of HlV. Panicles
and proteins which sepante at 1.16 mg/ml
band level could rcflect fu y unviral mateial,
most olthe same materialis cettainly cellular
and com i n g I rom cultu rcs stim u lated with P HA
(aswe shallsee befter later). since transc p-
tase activity could deive from it.

d) Objects with a rctrcvirus appearance.
Gallo considered the finding of retroviruslike
particles in culturc \ìke the prcof ol the HIV
isolation (at that time HTLV-Ill) (34). However
Gallo used Hg (HUT78) cell line to isolate
HTLV-IllB, and lhis cell line releases rettuvi-
rusJike patticles even when it is not inlected
with HIV' (35). Weiss obtained his "isolate
CBL-I fromthe leukaemicce lineCEM, acell
line which hosted retrcviruses even when they
were not infectedwith "HlV'(36). In 1 970, these
paiicles were frequently observed in leukae-

Fig.6- Modello dell'Hlv, cosi come
è immaginato dal disegnatore

traslusione da soggetti sieronegativi,
diventa positiva per l'anticorpo anti-
p24 ("), pur "in assenza di infezione".
4) La non specificità del test
dell antigene p24 è così owia che è
accettata da un'autorità riconosciuta
nel campo. Philip Mortimer -e i suoi
colleghi-del Public Health Laboratory
Servicè in lnghilterra: "L'esperienza
ha dimostrato che né la coltura virale,
né i test pet la p24 sono di gran
valore nel test diagnostico. Essi
possono essere non sensibìli o non
specifici" ('?3).

Conclusione

I test anticorpali (l'ELlSA, il Western
Blot ed il test di cattura dell'antigene
p24) pù i numerosi motivì sopra
esposti, non sono in grado di
segnalare con ragionevole sicurezza
di trovarsi di fronte ad un'infezione
con ilvirus HIV e perciò l'asserzione
che il valore predittivo positivo ('?4)

del WB possa essere considerato
superiore al 99% non corrisponde
alla realtà.
Questi test rivelano reazioni di una
specificità varìabile o meglio inde-
terminala, tanto da non poter
permettere una distinzione tra cross
reattività e "infezione da HlV".

L'IDE NTIFICAZION E DIRETTA
DEL VIBUS

E' comune convinzione che i test
anticorpali siano stati convalìdati e in
qualche modo verilicati da altri in
grado di evidenziare il virus stesso,
test capaci di idenlificarlo diret-
tamente.
Tuttavia, questa determinazione
diretta è tale solo all'apparenza. Si
limita a registrare alcuni fenomeni
che si crede siano legati in maniera
inequivocabile all'HlV.
L'identificazione diretta del virus è
divisa in due principali categorie ('?):

la coltura virale e l'identificazione
diretta deoli acidi nucleici virali
(Southern Élot. tecniche di amplifi-
cazione come PCR, RT PCR, bDNA,
NASBA).
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utilizzo nelle colture.
ln uno studio in cui è stato utilizzato
questo metodo di "ìsolamento virale"
(la determinazione della p24 in colture
con sanque intero non frazionato).
risultati pìositivi sono stati ottenuti in
49 su 60 "individui' (82%) presumibil-
mente non infetti ma sierologica-
mente indeterminati e in 5 su 5
donatori di sangue sieronegativi ('?6).

c) Transcriptasi inversa (RT)
ln tutta la ricerca sull'HlV, è
considerata quale prova di attività
transcriptasica inversa dell'HlV la
capacità di copiare lo stampo-innesco
(template-prime0 A(n).dT,. quando
incubato con il sopranatànte o il
materiale proveniente da co-colture
di materiale infetto con il virus
dell A|DS che si separa ad un livello
di 1,16 gm/ml(gradiente didensità in
sucrosio).
ln molti casi questa attività è
considerata sinonimo di "isolamento
dell'HlV".
Comunque: (i) Lo stesso stampo-
innesco è anche copiato quando
incubato con materiale che si separa
nella banda 1 .16 mg/ml da colture di
cellule leucemiche ('z/) e spermatozoi
non infetti ('z3); ii) lo stampo-innesco
A(n).dT,. può essere trascritto non
solo dàfl'RT, ma anche da altre
oolimerasicellulari del DNA. Tutte le
bolimerasi cellulari del DNA. alfa.
beta e gamma possono copiare
l A(n).dT.- (':"). lnfattì. nel 1975, una
Conf ereriza lnternazionale su lle
Dolimerasi eucariotiche del DNA che
bomprendeva Baltimore e Gallo (30),

definì la polimerasi gamma del DNA,
"un componente delle cellule normali"
(3'), la cui attività può essere
aumentata da molti lattori compresa
ìa stimolazione del PHA (3'z), l'enzima
che "copia lA(n).dT,. con alto
rendimento, ma non copia bene il
DNn" po;'
Da quanto sopra si deduce che è
errato affermare che tale attività
enzimatica sia peculiare dei retro-
virus, tanto meno che sia indice
inequivocabile della presenza del
retrovirus HIV-
Le particelle e le proteine che si
separano a livello della banda 1 ,16
mg/ml potrebbero rif lettere materiale
interamente non virale: sÌcuramente
gran parte dello stesso materiale è
cellulare e proveniente da colture
stimolate con PHA (come vedremo

meglio in seguito), per cui l'attività
transcriptasica potrebbe derivare da
esso.

d) Oggetti con l'aspetto retrovirale
ll ritrovamento di particelle simil-
retrovirali in coltura {u considerato
da Gallo (3') prova di isolamento
dell HlV (allora HTLV-lìl). Tuttavia
Gallo, per isolare I'HTLV-IllB. usò la
linea cellulare H9 (HUT78) e tale
linea cellulare rilascia particelle simil-
retrovirali anche quando "non inletta
con l'HlV" (35).

Weìss ha ottenuto il suo "isolato
CBL-1" dalla linea cellulare leucemica
CEM, una linea ceìlulare che ospitava
retrovirus anche quando non inlettati
con l"'HlV' f6).
Nel 1970, tali particelle erano
f requentemente osservate nei tessuti
leucemici (3'), in colture di tessuti
embrionali (33 3e) e nella maggioranza
se non in tutte le placente umane
(40)_

È'àrticette di tipo C mature od
estroflesse appaiono in cellu le
linfomatose metabolicamente dan-
neggiate ma non infette con l'HlV

)Pàrticell" retrovirali' antigenica-
mente similìall'HlV sono state trovate
in estratti da colture di ghiandole
salivari di pazienticon la sindrome di
Sjorgen (4'?). Pil) imponante ancora,
nell'Ùnico stud io di microscopia
elettronica (43), sia in vivo che in vìtro
in cui furono usati adeguati controlli
ed in cui losse stato effettuato un
estensivo esame ,n cieco dei controlìì
e del materiale del test, vennero
trovate "particelle virali indistinguibili
dall HlV" in una varietà di linfo-
adenopatie reattive non associate
all HlV, portando gli autori a
concludere: "La presenza di tali
particelle non indicano. di per sé
stesse, un infezione con lHlV" (lig.
4).

Conclusione
E' inevitabile convenire che né la
oresenza di sincizi. né il riscontro
ijella p24, nè l'attività transcriptasica
inversa, né Ia presenza di particelle
similviraìi (insomma ciascun ele-
mento che definisce positiva una
coltura dell'Hlv) sono "evidenza di
replicazione virale", nonostante il
sign if icato attribuito sia proprio
questo.

mictissues (37), in embryonictissue cultures
(38.39) and in mosl il not in dllhufian placenla
é0). M aturc and' extobe nded' pa d icl es of the
C pattern appeat in linphofia cells which are
metabolically damaged but are not infected
with HIV (41). "Retrovirus paiicles antigent'
callv similarto HIV wercfound in ertracts frcm
S jolge n sy nd ro m e pat i e nt's sat i va ty g I a nd s ( 42).
And more impoiantthing, in the only study of
electrcn microscopy(43), both in vivo and in
vitto where suitable controls were used and
where anertensive assay in cieco ofconttols
and test matetial was made, "vitus particles
indistinguishable lrom HIV were found" in a
variety of rcactive linphoadenopathies which
are not H|V-associated, so that the authors
concluded: '"The presence of such padicles
does not indicate, for itseff, an HIV infection"(pict
4).

Conclusion: it is inevitable to agree that neither
syncitta presence, nor p24 finding, not reverce
transctiptase activity, nq virus-like paiicle
prcsence (well, each element which seftles
thal an HIV cullurc is positive) are "a virus
rcplication evidence, though just this is the
significance given to it.

Direct identilication of the nucleic acids

For diect identilication of the nucleic acids one
intends the Soulhern Blot, PCR techniques,
lhe quantitative amplif ication techniques (RT
PCR, bDNA, NASBA). The identilication is
based on the identification and amplification of
liftle nucleotide sequences aftibuted to HlV,
not of the entire viral genome. This research is
made not on cultures, but dieclty on patient's
tissues ( i ncl udin g bl ood).

a) Southen blot technique (technique which
allows to sepatate and highlight nucleicacids
of the searched kind).
ln 1984 Gallo catied outthe tist study. Using
the Southern blot hybtidization technique (ca-
pable theorclically of idenlitying only one in-
fected on ten cells), AIDS patient's tissues
werc examined, but weak bands werc found
only in a minoity ol them (44).

b) The PCR (polyneruse chain reaction).
The PCR sensibility is valued 92-100% (45)
and is able to detect one "infected" cell on
100.000 t2). HoweveL 'for its high sensibility
it is greatly liable to lalse positivity eilher tor
avcn minimum conteminations ot other com-
non laborutory mistakes" (2)- Retrcviruslike
sequences can be lound in human genome in
every cell(46)- Aheady in 1991.lmagawa and
Detels pointed oul a potential fallacy ol the
PCR. 'The deteminalion of a paft ol lhe geno'
me- they affitmed- does not mean to detect an
entie vius" (47).

The problem of the false positives.
Many rcsearche$ cha enge the PCR reability
for the qrcat number of {alse positive that this
test should ptoduce(48). The PCR did not
prove reproducible and lalse positives and
lalse negatives werc obseNed in a the 7
rcference laboratoies involved ìn an impoftant
Frcnch study (the concordance with serology
vaied from 40e" b 1 00"/oL Morcovet. the num-
bet ol positive results was not significally difle-
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rent anong high arrd low tisk seronegatives
(/tg). T\EE aE many oliÉr @nfimatiot$ to
tl?€l§a enad<s:
1) A wlkw snnty in etnllnting the HIV PCR
F omarw aN in idenwngfee-@ v al
DIU showed'a dislubing high rate d unqe-
cifrc rcilivir endoyingcoÌmonly &sed yi-
ners (Sl<9, tuth tor tE p24 and the gag
qaB). Reah/, dnnWWnW Eé were bmd
eihet lot anliwy rcgaliw sanples tllÉ,, for
antiwy twaliE aDDB(1 8% againsl 6%)
(il).
2) tD PCR (qtalibtite DNA-PCR) ma& on
uninleded inlan§ qpearccl po§ilire on mary
ocf,asions (51).
3) ln a PCP validiy study @tdinalect by tE
OMS Wotk G@,p on the PCR, 54% ot hvot-
vd labatories hact p,ùle,,is wi t ,alse @sÈ
tive resulb; 9.3% ol uninlecled s€rmples were
rcportd as p@ilive('2).
4) The aulhors ol a multitgtter §udy ol Walily
evah@tiùsh@Aisslucrysl7o]wect tatfake
p@itile resul,l§., in spi,e ot igo@)s g@edurc
algotidms, hapry anwry winlècted indivi-
duals wi t srch a hequaw b tqnain a se-
riou s p rùb n' (53). TIlÉ- di sove rcl a @,}side.n e nunbtot'false ,osilives"gives evi&n-
@ of a ranad<able PCR speciftclU laù,

c) Quanfrbtive tedmiques.
The \@nlitative' tecl]/Ì/iqu€§" should be able
to @bubb, in an aqpmximate way, tte nun-
bt ot viions Fr mi iliét ol plasna using
qp{tur@ mdif@li ons of sotìt€ amplifr @lior't
@l/,,iques (e,,nercu,§,tate a@ifuIidt, lke
RT-PCR and l,tASBA, ot sigr|6,l andifi@tion,
like bDl,tA.The suà6iral€ @rcisb in ?e*r
vd ,!g,io,rs' ol a virus,]t"§,unlÉd @ne The
@biatd sensibiry is: lot E BM RT-PCR
ol 1N HIV RM qies per nililiter d pla-
sna(2); lor IIASB'{ d ldn nderules per
nilliliter (54); lor bDNA (ùardBcl DM.) d
10,0@ npbules Frmillilitet (2). Wb 1994
HIV was @Dsi&red b be $esent in srnal
quanti,i$ in asynptomalic aN AIDS st_Ms
tiesues (1 lynphacyte @ 1,Un,fiO,OCn). h
lWS tw sù./dies (55, fi) *ene4 on the
@nùary, to sttow iEI HIV rcdi@@ wii, nuch
adw sinee lrcn the fr Bt plÉ§€s ot AD inl*-
tion. TIE over-nentioùtecl tedlmiqres in appe-
aran@ allod huse virus quan ities, ytttiù in

bdetded.
tlowdtet il a /,,assiva inktion weE $esent initi*l individt/€ls, I flrne dtp nN kwn
eryrÉ cbim, the *utllÉlm bloùhybticlization
vfrud lave à€en mo/,g tlan sufrcient to (btecl
it. bt'tlotg€t lÉ/bi,letvirus DìlAwrcW or
lac* in a @nsklerable &tienfs Fn was a
suprbing rÉuEqn. AJohn ìtbddot signifr-
@nt Frcudian slip @nfrms wsf€c,§: a@t-
dng to Mafux Wt Uo tlan Wei and their

@ndusions only atét a ten yea§ rcseardt ol
the HIV ds they teanecl uD wilh r,athe,7|at,-
cia,É and à€Eausethey we@ ableto use new
led7/i,iqu6§ to detecl the bw bvels ot virus
invo@758)!
Logkd inco/na€,tÉlilities of rcsulb are naqù
wpband evident.
A) ln futhe@ isdlackof @aelatio,t between
É4 aN gane anplifi@tim ,edliniques. (We
hdtÉ ahwdy ,,,ontion€d E lact M he É4 is
wÉidetd to b ' the cliBct ptoot d HIV

ldentificazione diretta degli acidi
nucleici

Per identificazione dketta degli acidi
nucleici vengono intese le tecniche
delSouthem Blot, la PCR, letecniche
di amplilicazione quantitative (RT
PCR, bDNA, NASBA). L'identifica-
zione si basa sul riconoscimento e
l'amplificazione di piccole sequenze
nucleotidiche attribuite all'HlV, non
dell'intero genoma virale.
Tale ricerca viene etfettuata non su
colture, ma direttamente sui tessuti
(compreso il sangue) del paziente.

a) Tecnica del Southern blot (tecnica
che permette di separare ed
evidenziare acidi nucleici del tipo
ricercato)
ll primo studio tu condotto da Gallo
nel 1984. Usando la tecnica di
ibridizzazione Southem Blot (capace
teoricamente di identificare una sola
cellula infetta su 1 0), furono esaminati
itessuti di pazienti con AIDS, ma
deboli bande lurono ritrovate solo in
una minoranza di essi (4).

b) La PCR (Reazione polimerasicaa
catena)
La sensibilita della PCH è stimata
92-100% (j ed è in grado di rilevare
una cellula 'inletta" su 100.000 (r).
Tuttavia per la sua alta sensibilità è
altamente soggetta alla lalsa
positività a causa di contiaminazioni
anche minime oad altri comuni errori
di laboratorio e).
Sequenze simil-retrovirali sono
rinvenibili nelgenoma umano in ogni
cellula (s).
Già nel 1991, lmagawa e Detels
lecero notare una polenziale lallacia
della PCB. "La determinazione di
parte del genoma - soslenevano -
non signilica rivelare un virus
completo" (1.
Molto importante è il problema dei
farsi positivi. Molti ricercatori
contestano l'attidabilità della PCR a
causa dell'alto numero di falsi positivi
che questo test produnebbe (€). La
PCR non siè dimostrata riproducibile
e lalsi positivi e falsi negativi ,urono
osservati in tutti e 7 i laboratori dl
riterimento coinvolti in un importante
studio lrancese (la concordanza con
la sierologia variava dal 407" al
100o/d. ln più, il numero di risultati
positivi non difleriva signif ica-
tivamente tra isieronegativiad alto e

a basso dschio (9.
Vi sono numerose allre conferme a
queste osservazioni:
1 ) Uno studio di efficacia nel valutare
le prestazioni dell'Hlv PCR neF
l'individuare DNA virale libero da
cellule dimostò "un disturbante aho
tasso di positivilà non specifica"
usando gli inneschi comunemenle
utilizzati (SK38i/39, per il gene della
p24 o gag). ln realtà, simili tassi di
positività vennero trovati sia per i
campioni anticorpo negatM che quelli
anticorpo positivi (18% contro il26%)
(.0).
2) La PCR (DNA-PCB qualitativa)
etfettuata su inlanti r,on infetti risultò
in diverse occasioni positiva (5r).
3) ln uno studio di validità della PCR
coordinatodal Gruppo dl Lavorosulla
PCR dell'OMS, il 54% dei laboratori
coinvolti avevano problemi con
risultati falsamente positivi; 9,3olo dei
campioni r,on intetti erano riportati
come positivi (9.
4) Gli autori di uno studio multicentdco
di valutazione di qualità, afiermarono:
"questo studio ha dimostrato che i
risultati lalsi positivi, nonostante I'uso
di rigorosi algoritmi procedurali,
capitano tra gli individui non infetti
con lrequenza tale da rimanere un
serio problema' (s).
ll riscontro di un numero rilevante
"falsi positivi" depone per una
notevole mancanza di specificità
della PCR.

c) Tecniche quantitative
Le tecniche "quantitative" sarebbero
in grado di calcolare, in modo
approssimativo, il numero di virioni
per millilitro di plasma utilizzando
delle opportune modificazioni di certe
tecniche di ampliticazione (ampli-
,icazione del substralo, come la RT-
PCB e la NASBA, o amplilicazione
del segnale, come la bDNA). ll
substrato consiste in "regioni
conservate" di un gene presunto
virale.
La sensibilità calcolata è: perla BNA
BT-PCH di 100 copie ol HIV RNA
per millilitro di plasma (r); per la
NASBAdi 1.(x)O molecole permillilitro
( ); per la bDNA (branched DNA) di
10.000 molecole per millilitro F).
Fino al 1994 si riteneva che i'HlV
losse presente in piccole quantità
neitessuti dei soggetti asintomatici e
con AIDS e che inlotlasse poche
cellule(1 linfocitasu 1.000-100.m0).
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Fig. 8 - Elettromicroscopia eleltro-
nica di una cellula circondata da
piccole particelle. Senza nessuna
prova queste vengono considera-
te particetle virali (HIV) mentre
possono essere semplicemente
artéfatti della colorazione o parti-
celle cellulari

. ,; .,

Nel 1995 due studi (s,s)sembrarono
dimostrare invece che l'HlV si
replicava molto attivamente fin dalle
prime fasi dell'infezione. Le nuove
tecniche sopra menzionate permet-
tevano apparentemente di rivelare
grandi quantità di virus che prima
erano sfuggite all'osservaz ione.
Tuttavia se negli infetti vi fosse una
massiccia inlezione, come alcuni dei
più conosciuti esperti sostengono,
I'ibridizzaz ione con il Southern blot
sarebbe stata più che sufficiente per
rilevarla. Non dimentichiamo che un
sorprendente risultato sia con la
Southern Blot standard sia con la
PCR era 'la scarsità o I'apparenle
assenza del DNA virale in una parte
considerevole dei pazientffl.
Un significativo lapsus freudiano di
John Maddox conferma i sospetti:
secondo Maddox "sia Ho che Weied
i loro colleghi furono in grado di
arrivare alle loro allarmanti conclu-
sioni solamente dopo una decade di
ricerche sull'HlV poiché avevano
studiato in équipe con dei matematici
e poiché essi furono in grado di
usare nuove lecniche per rivelare i
bassi livelli di virus coinvoltd' (sll
Le incompatibilità logiche dei risultati
sono macroscopiche ed evidenti.

a) Vi è inlatti mancanza di cor-
relazione ta p24 e tecniche di
amplificazione genica. (Abbiamo già
menzionato ll Iatto che la p24 è
considerata "prova diretta di identi-
licazione dell'HlV").
Nessuna correlazione venne trovata
tra il livello di p24 e la RT-PCR f).
La determinaz ione della carica virale
era altamente sensibile quando
paragonata alla misurazione della
p24 (più del 95% dei pazienti aveva
un caricovirale rilevabile mentre solo
il 40 o/o aveva una p24 rilevabile), ma
nei campioni positivi il livello di
antigene e del carico virale aveva
una signif icatività solamente border-
line (m).
b)Nessuna correlaz ione venne os-
servata tra il carico virale quanti-
licato con la NASBA o con Amplicor
e la concentrazione con l'antigene
p24.
Nessuna correlazione fu osservata
tra la dose infettiva, la carica virale
determinata con NASBA o con
I'Amplicor (RT-PCH) (61).

c) Vi è mancanza di correlazione
anche tra RT-PCR ed altri test.
In uno studio su soggetti vaccinati,
un gruppo di quattro campioni di
siero risultarono positivi alla RT PCR
durante un periododi 1 1 mesi, incluso
un risultato di circa 1S-105 copie /
mL, ed un quinto risullato positivo un
anno dopo in un soggetto vaccinato,
ma "non infetto"(u). Per questo, gli
stessi autori avanzarono "dubbi
riguardanti la specificità della misura
del HIV RNA quale standard aureo
per lo screening e la conlerma
dell'infezione".
d) Vi è inline mancanza di cor-
relaz ione tra 'Virus" e "carica virale".
1) Secondo Piatiak, l'alto livello di
'Virus" nel plasma era 999 per mille
"non coltivabile" (63).

2) Ho et al. hanno dimostrato che
1 0.000'Virioni" plasmalici contati con
la PCR ramificata corrispondono a
meno di un virus "infettivo" per ml
(*).
3) ln un più recente studio di Ho (6)
si può constatareare che ad una
carica di 500.000 unità (!) cor-
rispondevano 0 (zero!) 'virus
coltivatl'. Secondo i dati riportati, al
paziente 105 prima della cura (con
Ritonavio erano stati riscontrati
643.000 !irioni'7m|, il cui numero è
stato calcolato con il branched DNA
assay ad esso corrispondevano più

idenù'tication).

A) No elation wastound belween the p24 level
and fne RT-PCR (59). The detemination ofthe
viral charge was highly sensible when it was
compared with the p24 measurement (mo@
han 95"A of patienE had deteclable virus
charge while only 40"/" had detectable p24),
but in positive samples antigen and viral char-
ge level had only a bodedine significance (60).

B) No relation was obseNed between vinl
charge quantfied eitherwih the NASBA orthe
Amplicor and the cpncentraton wilh the p24
antigen- No rclation was obseryed betvveen
the infectious dose, the viral vif load tound
eithet with the NASBA or the Amplicfrt(RT-
PCR) (61).

C)There is a relation lack between RT-PCR
and other assays. ln a study on vaccinaled
subjects, a grcup ot toursetum samples resul-
ted positive with BT PCR during a 11 months
peiod, including a tesult of 104-105 copies/
mL, and an year latet a filtl positive rcsult in a
va@inated subject, but not intected" (62). For
this reason, the authoÉ advanced "doubts
conceming specifrcity of HIV RNA measu@-
ment as a galden standard lot lhe scrcening
and the intection conlimation".

D) There isfinally a lack of @Ìelation between
airus" and Urul loa{.
1 ) Accading to Piatak, the high tuirus" level in
plasmawas 999 pet 1 ,aoo"uncultunble" (63).
2) tlo et al. showed that 10,000 plasma 'vi-
dons" counted with the bandDd PCR corre-
spond with less than one "intectious" irus per
nt (64).3
) ln a morc recent study by Ho (65) one may
notice that 0 (zerc!) "cuhJred iruses" core-
sponded to a load of 500,000 units! A@ording
to the repoded data, to patient 1 05 betorc the

., treafrnent (with RitonaviÒ 643,00o"viions"/ml
were detected, Mere the numbetwas calcula-
ted with the branched DNA as€ay, more than
1,000 TCID-5q/ml corrcsponded to it (5O"/"
tissue culture intecfous doses). After a lwo
day the@py and in lollowing days the "cultiva-
ble virus" was o(zero). ln the meantime, at 2, 3
and 4 days lree viions" (that is the so-ca ed
ahal charge") remained ovet 500,O0O. Till 7
day "viions" werc again over 1 00,000. Aviion
is defrned as a complete vial pafticle constitu-
led with the viral nucleic acid, capsid and

: peicapsid (v,rhen prcsent). The possible objec-
tion for which a detective viion is "seen" by

. branched DNA assay, but is not detected by

. cufture samples, does not resolve the prcblem
of non-corespondence with the othet tests
and the impossibility of seeing these patticles
at the microscope dirccly ftom patient's tis-

, sues, without cufture transfers. ll it were so,
Gallo would not need for applyingto trauds (67,

, 68), he would not ca lot thrce yeat tireless
researches in order to tind something which

, had the appearance ot a virus. Hewouldhave
@me to it immediately with othefiesearcherc.
Ma* Cruddock, p@fessot aì the Sch@l ot

:, Mathematics and Statisti6, The Universv of
Sidney, Ausùalia cammented: Ylhat is this
iraemia of bi bns ol RNA pafticles that can
only be seen with an undocumented branch-
PCR orPCR but notwith atunclional infecnw
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test?". (68)

YIRAL GETIOME

As alrcaqt stated, genomic amplilication tech-
niquescuncem small segments, ttot suelythe
cofiplete Mal" genome and the results which
are obbined do not give the assutance to have
thet ue"HIV. besidesthey arc l@nkly discot-
dant. At this point it s legiumate to ask what is
rcally and how ifs made the oiginalviral geno-
me. The reserch g.oup trcm Penh @9) notes
that il an unique AIDS retrovirus existed, then
less than 1 

o/" genomic ditlerences should be
the rule, not the exception. Fot instance, the
We 3 Sabin poliovirus vaccine dillercd frcm
its neu@virulent prcgenitor at only 1 0 nucleo-
tide positbns after 53 in vitrc and 2t in vivo
passages in monkey tissues. ln 1977, HlNl
inlluenza A virus Eappeared in the human
population aftet 27 yearc ol domancy with
sequences mainly identical to those ot the
1950s virus". Although Eigen's quasispecies
model has been used to descdbe the qenome
ol RNA viruses, even lo6 sequence ditfercn-
ces in these genomesare conside@d to reprc-
sent "extreme vadabilitf . "Many selectivé lop
ces may stabilize virus populations. These
stabilizing lactoÉ may include the need lot
conservation ol protein structurc and lunction,
RNA secodaty strudure, glycosylation sites,
and phosphorylation sites". Let us see what is
the picturc ofiercd by HIV rcsearch. Not tong
alteryads it was discovered that "ll you were
to test two Hlv$sitive people at endom and
anaw the genetic mateial ot their stains,
they would dilter, on avetage, W about 13
percenf ?q. Besides what is considercd to
be tlE genow ol HIV comesltom sequence
anaws ol subgenomes that HIV genobe
consignmenta are dedved from sequence
a na lysi s ot sub ge nomes measu ing 2% b 3e/o
of the total (71 ). The data is that audt "aeno-
mes" vaty between U07" (72,73). "ff 30% ot
the HIV genome vaies as much as 40.A, how
mrch does l0O ol the HIV genome vary?
ThisEthe legitinate Westion oiEleoputos dnd
@ eagues(69).
Atpn g re se atdE ts the re i s d isag reem ent atso
about the numbet of HIV genes- ln 1 988 they
said HIV genome had eightgenes (74), in 1gfb
ten (75). ln 1996 Montagnier reterred that HIV
had eight genes (76), and a@rding to Baré-
Sirlouss4 HIV has nine genes 07) Not even
the numbet ol nudeotides of HIV genome
seems to be constant (69)

HlVquasi.spìes

Becau se W at gialomic ditle t€/tc€ls we re to und
- even the same peÉon can hatbor more than
106108 genetically distinct vaiants (78) - to
W to frnd a iustilication lot this phenomenon,
thecgr@ptof quasi-species has been intpdu-
ced. tuior to the 1990s, the HIV sequerces
wee classifred asAfii@n and UsA/European
with sequence diffeEn@s ol 20-30 Dercent
between these two gtoups. (79). tn hà t 99Os,
HIV reseatdEts sbned b divide the "HlV
genome' into subtypes A, B, C, D, E, etc. The
basb lot this classifrcatjon system is: "(a)
subtypes are approximately equidistant lrom
one arutlEt in env; (b) the env phylogenetic
tee is lor the most pad congruent with gag

di 1.000 TCID- 50/ml (50% tissue
colture infectious doses). Dopo due
giorni diterapia e nei giorni seguenti
il 'Virus coltivabile" era 0 (zero). Nel
contempo, ai giorni 2, 3 e 4 i'Virioni
liberi" (owero la cosiddetta "carica
virale") restava superiore a 500.000.
Finoal giorno 7 i'!irloni" eranoancora
superiori a 100.000.
Un virione è definito come una
particella virale completa costituita
dall'acido nucleico virale, dal capside
e dal pericapside (quando presente).
La possibile obiezione che un virione
difettivo venga 'Visto" dal branched
DNA assay, ma non venga rilevato
dai saggi colturali, non risolve il
problema della mancata corrispon-
denza con gli altri test e con
I'impossibilità di vedere queste
particelle al microscopio direttamente
dai tessuti del paziente, senza
passaggi colturali.
Fosse stato così, Gallo non avrebbe
avuto bisogno di ricorrere a lrodi
(66.6/), non aVrebbe avuto bisogno di
tre anni di indelesse ricerche oer
trovare qualcosa che avesse I'as$et-
to di un virus. Ci sarebbe arrivato
immediatamente assieme ad altri
ricercatori.
Mark Craddock, professore della
School ot Mathematics and Statistics,
The University ol Sydney, Australia
ha commentato: "Cos'è questa
grande viremia di miliardi di particelle
di RNA che possono essere visti
solamente con una tecnica non
documentata (branched-DNA) o la
PCR ma non con test lunzionàle di
infetlività" (s)?

IL GENOMA VIRALE

Come già detto, le tecniche di
amplificazione genica riguardano
piccole frazioni, non l'interò genoma
'Virale" ed i risultati ottenuti noh danno
la sicurezza di trovarsi di fronte
all'Hlv, tanto più che sono franca-
mente discordanti. A questo punto è
perciò legittimo domandarsi qual è
veramente e com'è latto l'originale
genoma virale.
lnnanzitutto il gruppo di ricercatori di
Perth (@) osserva che "se cifosse un
singolo retrovirus dell'AlDS, un unico
retrovirus, allora le diflerenze
genomiche inferiori all'1% dovreb-
bero essere la regola, non l'ec-
cezrone.
Per esempio, il vaccino al poliovirus

Sabin del tipo 3 ditferiva dal suo
progenitore neurovirulento in solo 10
posizioni nucleotidiche dopo 53
passaggi in vitro e 21 in vivo nei
tessuti di scimmie. Nel 1977,
l'influenza virale A Hl Nl riapparve
nella popolazione umana dopo 27
anni di inattività con sequenze
principalmente identiche a quelle del
virus del 195o"-
Sebbene si sia usato il modello della
quasispecie di Eigen per descrivere
il genoma dei virus dell'RNA,
ditlerenze di sequenzaanchedell'1 %
in questi genomi vengono con-
siderate rappresentare "estrema
variabilità"". "Molte forze selettive
possono stabilizzare Ie popolazioni
virali.
Questi lattori stabilizzanti possono
racchiudere la necessità della
conservazione della struttura e della
Iunzione delle proteine, una struttura
secondaria dell'RNA, siti di glico-
silazione e siti di fosforilazione.
Vediamo ora qual è il quadro offerto
dalla ricérca sull'HlV.
Fu presto scoperto che "se si
testassero due sieroposilivi a caso e
si analizzasse il materiale genetico
del ceppo di uno e dell'altro, essi
ditferirebbero, in media, di circa il
13o/o" (7o). lnoltre, quello che viene
considerato il genotipo dell'HlVderiva
dalle analisi di sequenza di sub-
genomi che misurano dal 2"/" al 30"/"
del totale (71). ll dato sconcertante è
che tali "genomi" variano fino al 40%
(z,re). "Se il30% delgenoma dell'HlV
varia lino al 40o/., di quanto varia il
100% del genoma dell'Hlv?" è la
legittima domanda della Eleopulos e
coll. (6r).
Non c'è accordo tra gli studiosi sul
numero di geni dell'HlV.
Nel 1988 si diceva che il oenoma
dell'HlV consisteva in 8 genì-(?4), nel
1990 in dieci(75). Nel l996Montaqnier
ha nferito che l'HlV possiede-otto
geni (76) e secondo Barré-Sinoussi,
l'HlV ha nove geni (u).
Nemmeno il numero dei nucleotidi
nel "genoma dell'HlV" sembra
costante (N).

Lè quasi specie

Poiché venivano riscontrate orandi
differenze genomiche - persinò nello
stesso individuo albergherebbero
almeno 1 06-1 08'\/arianti genotipiche"
(?8) - per tentare di giustilicare tale
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Flo. 9 - FotogÉtu &l mabtbb
lùdto al ord, errtc di con@naa'
zlonè in Ai doutùb tuovaral il
"Daro HlV" é c.he inv# cllmdrfia
h sua a''f,rw. 'lE PEqrzionl
tbtl'Hlv p,rlf,ab sòno anbmh
neb de'velcoE e uldd. Ve*l'
@b Dwlfrate da @ ule flg (a)
PBNéaAWE O)ee ule l'E rron'
lrrldb lcf
fig.9'.'FhotograPh o{ rnals at
isolaled frotfl densìty gradients tn
whixb it had ,o he thb t urc lllv and
that on the cantrarY shows ils
absence. " Purified HIV-I Pr§PaG
,tor" ur* ,gntaminated bY cellutq'
vésciclés. Purified ve§clclé§ froftt
inlecled Hg cell$ @), aod aclivat?d
P$MC tb) at honl non4nlected Hg
cell§ (c)'

fenomeno è stato introdotto il
concetto di "quasi-specie'.
Prima deoli anni '90, le sequenze
dell'HlV érano classiticate come
euroDee/statunitensi con differenze
della sequenza del 20-30% tra questi
due oruooi (ro).

Iteoti anÀi 'bti. iricercatori dell'Htv
haàno comincialo a dividere il
genoma HIV nei sottotipi A, B, C, D,
E, etc.

necessario avere dei dati che
codi{icano le sequenze sia del gag
che dell'env quando si sta rivendF
cando una nuova lorma o sot-
totipo"(e).
Verso ìa metà del 1996 erano slati
descritti'hlmeno dieci"(AJ) genotipi
dell'Hlv-l orincipali (M) prevalenti e
ouelliabaèsa orevalenza (O) e nuovi
jenotipi vengbno ancora segnalati
(81,82).

È' quindi possibile descrivere i "DNA
deli'HlV", anche se hanno una
variazione del 107", pernon menzio-
nare il 20 o il 30 o il 407", come una
'popolazione di genomi stretlamente
iinoarentati, e riferirsiad essi come a
ouàsispecie" (@)?

L'estrdma variabilità del genoma
dell'HlV induce achiedersi chesenso
abbia riferirsi all'Hlv come ad una
entità dalla Drecisa fisionomia. La
differenza oènomica tra uomini di
razza diveréa si aggira attorno all'1
oer 1.000, tra uomòèd orangoìan al
21". ma oer trovare una differenza
del' 30%, bisogna confrontare
nientemeno che uomo e topo, uomo
e asino, uomo ed elefante! Possono
correttiamente ritenersi il topo e l'asino
e l'elefante quasi-specie dell'uomo
(fis. 5)?

PARTICLE DETECTION (identiti-
cazione di partic€lle)

I Retrovirus sono definiti come
oarticelle con rivestimento di circa
'tOO-tZOnM di Oiametro con un core
che comorende un involucro proteico
e un còmplesso di ribonucleo-
oroteina.
i Retrovirus sono classilicati in tre
sottofamiglie: Spumavirinae, Lenti-
virinae and Oncovirinae.
I Betrovirus aDDanenenli all'ultima
sottofamiqlia sòno divisi in particelle
di tiDo A, B, C e D.
A ouale di questi debba appartenere
l'HiV. non è ben chiaro. Secondo
Gallo nel 1984 si trattava di una
particella di tipo C, ma nel 1985
àmmetteva ché Poteva essere anche
del tipo D(&3).
Montagnier e colleghi riportarono
inizialfiente che era una particella di
tiDoC (e), quindiditipo D(s), equindi
uh teritivirus(*). owero di un'altra
softofamiolia. Secondo Munn ed altri
il virus déll'AIDS presenta carat-
teristiche del tipo C: del tipo D e dei
lentivirus (e). Fauci ed altri descris-

ohvtooenetic tees: b) two ot moe samples
'aré réquired to defiàe a sequen@ subtyq".
HoweveL "Subtype naming problems have
aisen. A smatl but not insignincant numbet ot
viral seouences are hybid, clusteingwith one
seouence suwpe in gag and anothetsequen-
ce subtvDe in env, tor example:... 

^tamingbecaméé probtematc when highly divergent
lofins ol à oiven subtvDe aises: sudt fofins
are sometiàes desigiàted A', B" F . etc". lt is

lrcm both qao and env coding seguences
when a nei lotm or subtvpe isbeingchimd
l4ot. Bv the middte ol 15i96 "at least ten" (Al)
bévatént maiot (M) and a low pevalence. O'
'Hw-1 genowes werc descibed and new
oenotwes are stll re@rted @1 ,82).
is it D;sside then to desqibe the "HlV DNA"
eve; if it has vaiation ol 10% , not to mention
20 ot 30 or 40"/. as E the case, as a ..."popu-
laton ot closely @lated genomes, rctefted to
as a auasispeéies" (69)2. Theextremevaiabi-
titv oi HIV @noné make us ask what is the
énse to Elet to HIV as a clear distinct entity.
The @nqnic ù'lleren@ among human being
ol difterent n@ is about 1 per 1 -N0, betw@n
man and onng-utan about 29/", bLrt to find a
3O"A dillerence is necessary to conparc non
the tess man and mouse, man aN ass, man
and eleDhanl! Can one consider mouse, ass
and eÈphant as qltasi-species ot man? (pid.
5)-
Pa icle detection Retrovirus are defrned as
Daiidesof abwt 1AGl20nM ot diametetwilh
'a @É which inctudes a fioteic c@t and a
ibonudeoorotein conplex. Retroviruses aE
d assifi d i:n ù rce subf amili e s : Spu m av i i n a e,
Lentiitiùae and ùl@viinae. Flelroviruses
belonoinq to E tast subtamily a@ divided in
tvoe i B:C, and D padicles. Towhich ol these
éi./c, u ld b el dl o H w: is not vety cle at. Acco d ing
Gallo in IgA, was a tvpe C panicle, but inGallo in 19A, it was a type c pande, Dfi n
1g85he adniftd it@uldbea6oalype D (83).
Montaoniet and @ll. initia y repo ed it was aMontaoniet and @ll. initia y Epoded it was a

We d parttcte (W), tnen a type D (85), and.

Là base di questo sistema di
nlàssiticaziÒne è: "(al i sottotiDi sonoclassilicazione è: "(a) i sottotipi sono
aDDrossimativamente equidistanti
uhò dall'altro nel gene en% (b) I'alberouhò dall'altro nel gene en% (b) I'albero
Iiloqenetico env è per la
annlarrranlc con l'albero icongruente con

I gran parte
lilogenetico

frien a ientivirus (86), hat is b say a dillerdi
subtam itv. A@rdin o to M u m aN oth e É A I DS
virus shéws chara(llbtistic§ ol lype C, ol Upe D
and ot lentivirus @n. Fauci and olhets de§cri-
bd HtV in monocvtelmactodlages cultues
as rcùovinl Ddt1fu;tes wilh chalac'teisticÉ ol
lyw A (8). Hlv idenw seemsto tu sovague,
so :s,ho,j. that it adds futtet rea§pns ol per-
plexiù. Photogaphs Several reseatd@ts in
'thè AiDs fietd-have shown Hlv photogtaphs,
but those that @n be seen arc only virus-like
viral Dadicles indistnguishable fiom noÌmal
e uiat microvescicles. These padicbs' in
@nbast with viruses, are vety unstable when
rcmoved fom tfret@nl€ls4 and ifs difficult to
isotab them and photognphthem in a @ndi'
tirn of a true isglalion- A1 the @tnry, viruses
arc sb e beau@ they have to leave again
the cetts aN tlo§ o|ganisms. The use ol @n'
tlilu @ti otl t€r,1/n io u es doesn't @nstihrte a po'
weÉ to seoante viruses ftom vaious @nta-
minanÉ andsogettt@iisolation - then dDt@
oradl them, to put in evi&n@ their p.oteins
ànà dei oerctic oonstituenÉ in a diedway.
True viru-ses arc s sA e that ils easY to
photograph dircdly t@n as tidhrensiq\al
Dattides bv an dec:ttottic scanning mEros@'
'É. widnuide needtofit§ftx Emd@nically.
'On dD cùtuaty, the micave*icles ae so

oaol (cì due o oiù camPioni sono
iicÉieèti per defihire un éottotipo di
seouenza".
Tutiavia, "sono sorti dei problemi nel
nominare i sottotipi. Un numero
oiccolo ma non Insignilicante di
àeouenze virali sono ibride, owero
si dossono riunire, Per esempio un
soitotioo disequenza delgagcon un
altro tioo di se'quenza dell'enr ... ll
nominarli divènta Problematico
ouando soroono torme altamente
diveroenti dì-un dato sottotipo: tali
lormò sono talvolta designate come
A', B', F', ecc. E' sémPre Più
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w§,E/bb tld/r an be d@raqhe.l otÙ bY a
ùdrw?r'ixion elecfrottic mi.awe thk* re.
wir6ùEttw b p/P.viot/§/Y frxdche i@ Y
in utua+in ffiNts, Whd has bq sl'own b
,lE vtotfr as HIV mido g/tr/plÉ are utua thin
§€{,ic,É wlri(,t illdt* Éfid€E'inefrtguidia-
tbLon he @lular o,t6 (&) (Pid 6q.
T,p qidetw ol HIV (Ilpn-)exisfr]tw A Iw

,lE ,éi,5/rdl€lrs IMn Peù @tB in nÈtdt
1997: ino gtottÉ, otp Frendl6e|?l€/i (90)
ard otl€ llo,n the Afil€,ia n l,lcl (91), have
pt UÈtttedt l€phc,ogla/ tsotdE,Éilyg,adie,r.-b 

in whtuJ ou@ HIV vi.tts ld b b B§Ettt
lDi.n- O. Thb§€ &b dptld llÉrye bq awib-'i* ov'ne ng istat*n d tE uin,§ (, w4),
Out imv stW tm blqe- The ne
flely r€€§,,t isthe lad< d @tryrtu?E
!f,lr;een wlisll wtounardffitlEY ex-
ffi.'ln the FÉ,n@lcqmn ùfify he P*rtJ/é arc
lrr,ntlÉ l -, 6 gttlfl d,tE inopéIitu toHl
trqn wt|fh dE,,6ily E piùr6 in tllE Anl€ti-
@n study an den b)t Ptwunaw irc rr?€

@t b td@l/Éagtte§no/erl'€t'.Til€autl,qs

ercM;*intinì,8ffi tt tutidl axtY.rtidt
aE sf,kt b b Hw,eptE§Ej, qY a ve,Y slmal
ffiiotthebbl nedal Gd.lqblo etal.
&bthattle natetful @ttuins At erc of
Iffirbrl ve:*tes w,f, a sie a,pe slr,lxhm,
s wed a a nitw Wulaliaxr ot Yitt§
M!fg/€§--- dhht tt*tit,€6 wr... b E a
-tt,€liav 

@nlanùwt ol HM NqalaioÉ eon'

uB snia nunbtd @fic16ctendb b
HIV rc evifulr€ is livq that tW arc qen
a @tùrifirsk Nncb. htM, tott?€ Nl-
ùarf @)hep Mdo not q@rb lVw
sufu *ll<6 (l«?d§).. -,n ùEr Wts W
diM lry narÙ tealdlÉrs irtdnÈing G*
dehlon fuhisa6§fl€ tus s!Èt ofdeclioos
aEnMbbM(9,aÉ nMb b &nt($, 94); @) iE Wtua
rdercd to as'HV are not qwi.zl aN lEye
rliamdteÉ ètdto 1 d>1 n nM. rn tl?É EM indanabrs e@.ling 1 &1 n nM.,n E EM in
Gtus{,]Étrl/(detd- (W) there an anows poin'
ting b fNe 'HIV' partues dev.id ot sui@
o.,oianons,*rÉci anwslorl§ arc 121 X I 45;

' 12i X t N: 1 21 X 1/t5, l2l X 1 1t54n I § x 1.t5
nMle§@tuy.
,n 8esa d d. (91) fnere arc a ffil d six allv
Mdbles'alsM of sJia@ W)j8dions'vdtdE€ dit E tsionsarc 160 X 24ù nO X 24A;
2@Xrymx&167x2 aN OXm
aN nM rcs@dively- "Ad)a y, the autP{§
nainbin thes€ are Hlv o€,rffies, bù withun
ary gd.ln the mateial ot ,rat cbttsw turd
M oughtb b nany vial Panid6, on the
$fiary lW pint dily snq anong narry
inpwilie§.
Tll€/y bear otw tte vaglrest E*nùlar@ to
.etovird @rM6'. The p<int bthat arry ge-
ln/,}E reùwirat ,e.rricle @nb.irÉ a fr)d anatt
ot RNA aN prtuin. No npre ard rD less. This

&Egointed in 0E lwo frie§, tleYare 1.r4
tinrÉà to 1.96lines Wger po the e§li/?]aled
maxiram br a nomal HIV paiide. Trdnsla-
tinothis in wlunes, artd @iwnng Emba
6r*le wim a Aanetr ot 1 mltl. 0E Fa,w/'@nw prM have 5ù% nr,re wlwVt@n
aretmv d a€rnde aN iE US a6.tlides have
zffi rare wlunc', tpt is b sy in@nlpali'
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sero I'HIV in colture monocitarie/
macrolaoiche come particelle
retrovirali-con caratteristiihe di fipo
A (86).

L'ÈlV pare assumere un'identità msì
imprecisa, cangiante, daaggiungere
ultèriori motivi di peplessità.

FOTOGRAFIE

Diversi ricercatori nel campo
dell'AIDS hanno presentato foto-
orafie delvirus HlV. maouelle che si
iedono sono solo oadiceile similvirali
indistinouibili dà microvescicole
cellulari-normali. Queste palticelle,
in @ntrasto con i virus, sono molto
instabili ouando rimosse dal loro
contesto, ' ed è difficile isolarte e
fotografarle in uno stato di vero
isolamento.
Viceversa iùrus sono stabili perché
essi devono lasciare di nuovo le
cellule o gli organismi parassitati.
fuso di tecfliche di centrilugazione
non costituisce un ploblema per
seoarare ivirusdaivaricontaminanti
ed otenere co6ì il loro isolamento -
quindi btograhdi, quindi evidenziare
lè loro proteine ed i loro costituenti
oenetici in modo diretto.
fvirus veri sono così stabili che è
lacile lotooralarli direttamente come
particelle iridimensionali nel micro'
scoDio elettronico a scansione senza
che sia necessario fissarli Prima
chimicamente.
All'opposto, le microvescicole sono
così instabili che esse possono
essere totografate solo con un
microscoDio elettronico a trasmis-
sione, chè richiede che siano fissate
chimicamente in sezioni motto sottili.
Tutto ciò che è stato mostrato al
mondo intero come micrografie
dell'Hlv sono sezioni ultrasottili che
includono particelle indistinguibili da
quelle celliilari (e) (vedi figg. 6-8).

LA PROVA DELL'(IN)ESISTENZA
DELL'HIV

Una imoortantissima conferma alle
aroomehtate critiche dei ricercatori
di?erth è arivata nel mazo del
1 997: due gruppi, uno hanco/ledesco
{el é unodèl National Cancer lnstitute
òÉunitense (et), hanno finalmente
pubblicato le foiografie dei gradienti
di densità in cui doveva essere
presente il Ùrus HIV isolato, Puro
Gs.e).

Ouesto dato avrebbe dovuto essere
disoonibile fin dal momento della
scr;Derta del virus (1983{4), ma
nesbuno prima I'aveva fatto. Ed il
motivo più verosimile è crìe manca
totalmente la colrispondenza tra
quello che era tiscontrato e quello
che avrebbe dovuto esserci.
Nello studio tranco/ledesco le
lotografie provengono dalla banda
1,16 gm/ml.
E imòossibile dire da quale densità
provéngono le Iotografie dello studio
americano, ma ptesumDtlmeme e
anch'essaconiqiondente a 1,1 6 gm/
ml (dove si ritrovano i retrovirus).
[a Èbopulos et al. rilevano e) che
"dli autori di entrambe le Dubblbazioni
ainmettono che le partièlle che sono
Drèsenti nel materiale della banda di
àradiente e che sono definiti Hlv
iaooresentano solo una frazione
mòito oiccola del materiale totale.
Geldeòlom et al. affermano che il
matefiale contiene un eeesso di
vescicole cellulad con una dimen-
sione di 50-5fl) nM, come opPoste
ad una oooolazione minore di
Dadbelleriirdli... levescicolecellulari
bembrano essere il maggiore
contaminante delle preparazioni di
HIV anicchite dalla centrilugaz ione
in oradiente di sucrosio".
"Riouardo il oiccolo numero di
oarticelle considerate HIV non c'è
hessuna prova che lo siano vera-
mente.
Al @ntrario:
(a) le particelle non sembrano avere
edtroliessioni superficiali. ln altd lavori
oubblicati da diversi ricercatori,
induso GeldeÉlom e i suoi colleghi
viene esDressamente notata I'as-
senza di àueste proiezioni es);
(bì le Darticelle riferiie come HIV non
òo'no' sferiche ed hanno diametri
suDeriori a 100-120nM. Nella
fotirrafia al microscoDio elettronico
di Gfuschankof e coli. ($1, ci sono
lrecce che puntano a 5 Vrioni" senza
proiezioni superficiali, le cui dimen-
òioni sono: 121 X145;121 X 169;
121 x 145, 12'l X'145 e 133 X 145
nM.
Nello studio di Bess e coll (ei) sono
indicate un totale di sei particelle di
HlV, anch'esse pdve di proiezioni di
superficie, le cui dimensioni sono
16b X 240; 2OO X 24O; 280 X 280;
2o8X2fi; 16;7 X250 and 250 X 292
and nM."
"ln realtà, essi sos{engono che quelle
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sono panicelle dell'HlV, ma senza
lornire nessuna Drova.
Nel materiale di quella banda di
densità dovrebbero esserci moltis-
sime particelle virali, invece ne sono
indicate solo alcune, in mezzo a
molte impurità.
Queste Danicelle hanno solo una
vaoa rasiomiolianza con quelle che
doVrebbero e-ssere delle particelle
retrovirali'.
"ll punto londamentale è che ogni
oeàuina Dartic€lla retrovirale dovreb-
5e conténere la stessa quantità di
RNA e proteine, né Più né meno.
Ouesto 

'sionilica 
che se noi consi-

deriamo i-diametri delle particelle
indicate nei due studi citati, essi sono
da 1,14 a 1,96 volte Più grandi del
massimo previsto peril normale HlV.
Traducendo questo in volumi, e
controntando con una particella con
diametro di 120nM, le Particelle
franco/tedesche hanno un volume
50% maggiore, quelle statunitensi
uno 7507" maooiore", owero incom-
oatibile con h dilinizione di retrovirus!
Ànche se non è ammesso dagli
autori. idati dei due lavori citati
contribuiscono a dimostrare che là
dove doveva essere presente I'HIV
puro, dell'Hlv non c'è traccia.

coNcLUsloNl

Nessuno dei test esaminati apPare
sufficientemente sicuro per indivF
duare un'infezione da HlV. Parados-
salmerìte neDDure la "determinazione
diretta del'i/irus' è in grado di
rispondere allo stesso quesito, tanto
è irero che vi è una inconciliabile
discordanza dei risullati ottenuti con
le varie metodiche che ne vengono
oerciò invalidati.
in oiù non risulta dimostratia l'esisten-
za di un'entità che Possa ragio-
nevolmente chiamarsi "il virus Hl\f,
sia nelle sue componenti proteiche,
sia nel oenoma, sia come Particella
fisica. I vero signilicato dei test è
meglio comprcso se viene e.saminata
la loro orioine.
Per orova--re I'esistenza di un nuovo
virui sia il qruppo di Montiagnier nel
1983 che òuelio di Gallo nel 1984
seoararono il sooranatiantedi colture
dtènute inlette iri gradienti di densità.
Considerarono - èrroneamente -che
il materiale che si seoarava al livello
di 1 ,16 mg/ml fosse costituito da
"pure particelle di Hl\f.

Le Droteine presenti in questa banda
e òhe sonò reatlive con i sieri di
Dazienti con AIDS (ma non solo con
i loro sieri) furoho considerate
proteine dell'HlV. Ugualmente, una
barticolare frazione di RNA ritrovata
helh medesima banda di sePara-
zione lu considerata il genoma del
nuovo virus. Da allora, alcune di
oueste Droteine sono usate Per
ricavare'i reattivi oer alcuni test o
come immunogeni fer produne negli
animali di ladoratorio gli anticorpi
utilizzati per altri test (un Pro-
cedimento simile venne seguito con
certi frammenti di RNA). A questo
Dunto la spieqazione degli esperi-
inenti di Gallò eftettuati nel 1984
aooare Diù chiara: utilizzò un
niiécuglio di proteine (ritenute virali
ma in realtà cellulari) perimmunizzare
i conioli ed ottenere così un siero che
owia-mente reaqiva @n le slesse
proteine presentinelle colture da cui
oroveniva (s).
in altre oaioie Gallo ha creduto di
dimostrdre h sua ipotesi (l'esistenza
del virus) con altre ipotesi rivelatesi
errate (che l'attività transcriptasica
inversa. la oresenza di particelle
similvirali, oli anticorpi in quel modo
trovati fossbro specilici per il virus).
Così sono nati itest che ancora oggi
venoono utilizzati e perfezionati per
oorré una diaonosi còsì impegnativa.
[Jna imoortante orova della corret-
tezza di questa interpretazione dei
latti sta nei risultati che vennero
ottenutisutopi escimmie nel 1 991 e).
ln ouesti studi, allo scopo di valutare
un òotenziale vaccino, alcuni animali
di iaboratorio vennero iniettali con
comDonenti cellulari da colture non
inleite on / Hrt4 i risultati furono
simili a ouelli ottènuti con il laccino
vero e droprio" (cioé con "'virus da
colture infette').
Nessuna differenza signilicativa
venne rilevata, tanto che il commento
perlettamente appropriato ed ancora
àttuale diJohn Maddoxfu: "la ricerca
sull'AIDS si è caDovolta".
ln altre parole, pei aver ottenuto quei
risultati non c'éra alcun bisogno di
ipolizzarc la Presenza di un virus
HIV.

Fabio Frùchi
Specialista ilt Igieue,
Modicina PreventiYa
e in Malattie lDfenive

Trieste

ble wih the sme &finilion oI a retovituslr
Evén ilthe authoÉ ù not aùnit it, tl?É- dab o,
tte lwo cited D ers @nlriDute b show ùat
wrpre snquilct in prc*nt o.rre HlV, ot HIV tEE
is nota@.

aotclllsK»l
l,lone ol the tds,§ @amined seens a bè sdfr -
cientlv sueto &@, an HIV inledion. Patùo'
xie,lfu Nt even ttd Airwt vinÉ det&tion' is
ableio & answet|o the sane queslbn. As a
mat/f,r ot tacts lhere is an in@,flWlible di§r-
dan@ amqlg the rd lb ùtained wi t difu
re,lt nffi . Th6§€ difriùnca§ aE Wtlwn-
§É/v€§ logi@l inc,,mo6,ibililies tqt invalidate
t Ém. tusides. the existeo@ ol an enw that
one @n reagnaw nane 14V virus' is not
D@ved, as tar as iE proteù'§, ib gerwrc' its't 

lt/sjkj5,l rredide arc@n@ql€d. The ùfr me'
'iino * Ue tes* C Uttet u:derstood il ib
oidi; is exdmined. To st10,wthe existencF- ot a
n& virus, un wnagoieryrouqin 1983a,ld
,lE orouD otcallo in EA separated supema-
bnl ot èulfilres t Ey @tÉide/€d inléctecl ìn
aensitv oradene. ihey enoneously Ntside-
td hàt:the nateial ùàt hnded at 1, 1 6,ng/n
was @nst'iJéd by ?ure HIV panicles". Ttl€
Droteinswftidl wùe presentin this bat aN'werc 

reactivewitt AIDS pdtienb se/.a (but not
ot vwihthetsera) were@tsideted HIV prc'
aiis- nfie sane manner, apaiiqhtftadion
ot RNA which thdy lounct in AE salno band was
@tsid€/ed 7e @none ol the new virus. W
thq, sor,x/e ol the§€ oteirc arc used b get
tE r@@lttot some kitùol tÉtsotas immu-
no@^; b aoduce in latpiratoty aninlÉ,Js the
a;iibodies u§€ct lot oilerkind oltesl§. ( sinllat
pto@due was to owed b ùÉ,in RNA seg'
/,enÉt.
Al fnié DoiIrt E exdanation ol Ga o eryd-
n,Ejnl§ in 19É4 dpbeaÉ dea@r he used a
mixhre d D[dehÉ (bdlieved b be viral but in
hd @lhlaò b hnunize iD ,?,,Dfl§ aN ùbin
a e ru m wÉiù obviouslv tM witt the sne
prof€,ins that wee in lhe qltuD fiutt wllk h the
iniful nbturc a nE (95).
ln othq words Galb bdievd to show an
hvmtrf,esis fih€ existenc€ ol the virus) wiil
;tiièt htt@ ;Bisshown to betalse (tlEt Eto
sav tlriiinwrse tansf;ridioo acliw, the W-
szine ot irus-lil<e oadicles, tll€ antibdies
obErined in the watì iust mentioned we@ all
irus specitu).
lnff/iswayrfrrc bm P tesrs wfidlffiYara
sti u*d and @t&ione{tto putso engaging
a daonosb. An impot,,]nt prwe otthe @flrt-
ness:dhis interpretation ot,lE ffi sbys in
E @sul|6 that-tlÉY ùbinql on mi@ and

rlonkeys in 1991 (96).
ln tlr0§e studie"§, wi t the *@b evaluate a
c€.tldidate va@ine, §fl,É labontoty aninaE
we,e ini6tdwi0l @ ul @/nrprcnb ftom
NltureS ihich werelld i ecled by HIV: the
iésnnbtrElE similartothe ùàined wìth e
r@l vaairc' (i.e. wiù virus hon a\M
q uras).
No sionif,ÉE/ difrerer@ was lot, td,so that the
c,/mirent- peiedy suid and slill tP to&te
d Jotn t*àtux - tias AIDS Ì€§€arrft tu /necl
upsidecrot/,l'.
ihet is b sav tl,6,t it wa l rccs§satv at all ao

hypo ]€sizétllE E§Élt'o€ d avirusbùb,in
tho§éphe{wrcm.
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